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摘要 : 目的 建立 性 激素 结合 球 蛋 白 〈5H56) 基因 条 件 敲 除 小 鼠 模 型 ， 为 探讨 胎盘 组 织 中 SHBG 
在 体内 的 生理 功能 及 其 与 妊娠 期 糖尿 病 发 病 关系 提供 实验 手段 。 方 法 首先 运用 生物 信息 学 手 
PU S SHBG 基因 组 序列 ， 构 建 SHBG 打靶 载体 ， 以 电 穿 孔 方法 将 其 导入 小 筷 ES A, 5 
选 培养 阳性 ES 细胞 并 行 PCR 鉴定 ， 并 将 正确 同 源 重组 的 ES Iu iE AE SED CER, 移入 受 体 小 
筷子 宫 ; 将 获得 的 误 合 体 小 和 鼠 E 057BL/6J DRAE, ERI Flox DR, hR- Ella-Cre 
转基因 小 和 所 杂交 ，,， 子 代 多 次 自 交 获得 SHBG 4- J XE ÈR (SHBG-/-) d FG. 结果 运用 同 源 重 
组 及 ES 细胞 技术 建立 了 SHBG 基因 的 Flox DR, #4] Cre/Loxp 重组 酶 系统 建立 了 SHBG X 
AAJ DRIA, POR 方法 从 基因 水 平 证 明了 SHBG 基因 Flox DRA SHBG 基因 全 身 敲 除 
小 和 所 模 型 建立 成 功 。 对 基因 敲 除 自 进 行 初步 表 型 分 析 发 现 : SHBG XC] ALERTER CAS ERR 
育 与 野生 型 小 筷 相 比 无 明显 肉眼 所 见 异 常 ， 基因 全 身 禹 除 雌雄 小 鼠 均 具有 生殖 能 力 。 结 
论 成功 建立 SH36 基 因 全 身 禹 除 小 鼠 模 型 ， 通 过 对 基因 敲 除息 进行 初步 表 型 分 析 ， 发 现 SHBG 
基因 全 身 敲 除 小 鼠 外 观 上 发 育 正 常 ， 为 进一步 研究 SHBG 在 妊娠 期 糖尿 病 中 的 作用 黄 定 了 基础 。 
关键 词 : 性 激素 结合 球 蛋 和 白 条 件 性 基因 敲 除 Cre/Loxp 妊娠 期 糖尿 病 
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Abstract Objective To generate sex hormone binding globul in (SHBG) condi tional 
knockout mice model. In order to investigate the physiological function of SHBG in 


vivo and to provide experimental means for the study of the relationship between SHBG 
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and gestational diabetes mellitus. Methods The mouse genomic DNA sequence of SHBG was 
verified through bioinformatic analysis. According to the SHBG genomic DNA sequence, 
the gene targeting and knockout vector were constructed. Transfection of the vectors to ES 
cells by electroporation was per formed according to common protocol. Positive ES cells were 
screened and identified by PCR. Therefore, the dual selected ES cells were 
microinjected into blastula, then blastula transplantations into the host mice. The 
chimeric mice were mated with C57BL/6J mice, and the Flox mice were obtained after 
screening. The Flox mice were hybridized with EI lA-Cre transgenic mice, and the progeny 
of the SHBG gene knockout (SABG-/-) mice were obtained by autocopuation for several 
times. Results Several Flox homozygous mice and SHBG gene knockout mice were 
successfully obtained. Compared with control mice, homozygous mice of SHBG gene 
knockout were well developed and had reproductive ability. The growth and development 
of SHBG knockout mice were not significantly different from that of wild type mice . 
Conclusion Homozygous mice model of SHBG gene knockout was successfully established, 
which laid the foundation for further study of the role of SHBG in the gestational 
diabetes. The SHBG gene knockout mouse model was successfully established and the 
preliminary phenotypic analysis was performed, which laid the foundation for further 
study on the role of SHBG in gestational diabetes mellitus. SHBG gene knockout mice 
were normal in appearance. Due to the limited number of samples and many unknown 
biological characteristics of gene knockout mice, it needs further study. 
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性 激素 结合 球 蛋 白 (sex hormone-binding globulin, SHBG) , JÉé— PhEEZ 
性 激素 省 体 的 球 蛋白 ， 主 要 由 肝脏 产生 ， 胎 盘 等 不 同 的 性 人 当 体 激素 靶 组 织 亦 有 产 
^E. SHBG 能 特异 性 地 与 性 激素 结合 并 参与 其 转运 ， 调 控 血 液 中 有 生物 活性 的 性 激 
素 浓度 “, 同时 也 受 胰岛 素 、 甲状 腺 素 等 多 种 因素 的 调节 , 其 中 胰岛 素 是 其 代谢 的 重 
要 调节 激素 ”. 

妊娠 期 糖尿 病 CGestational Diabetes Mellitus, GDM) 的 发 病 机 制 与 2 型 糖 
尿 病 相 似 , 妊娠 期 胰岛 素 抵抗 的 增加 和 胰岛 B 细胞 分 泌 的 减少 也 是 其 发 病 的 病理 生 
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理 基础 。 目 前 认为 SHBG 的 低 水 平 表达 可 作为 2 型 糖尿 病 发 生 的 独立 危险 因素 ” ， 


是 高 胰岛 素 血 症 性 胰岛 素 抵抗 的 一 个 标志 ””。 

最 近 研究 发 现 ，SHBG 基因 启动 子 (TAAAA) n 重复 多 态 与 糖 代谢 异常 有 关 ， 这 
种 重复 多 态 性 可 以 影响 血液 循环 中 的 SHBG 水 平 ， 对 易 发 生 糖尿 病 等 并 发 症 的 高 危 
个 体 的 早期 识别 具有 重要 的 价值 “” ， 我们 研究 表明 GDM 孕妇 外 周 血 的 SHBG 基因 
CTAAAA) n 多 态 的 等 位 基因 及 基因 型 数目 、 类 型 、 频 率 存在 一 定 的 差异 ，8/8、8/9 
基因 型 的 妇女 易 患 GDM， 而 胎盘 中 SHBG 基因 启动 子 (TAAAA)n 重复 多 态 与 GDM 无 关 
2 。 我 们 通过 RNA 干扰 与 基因 沉默 技术 研究 了 胎盘 滋养 层 合体 细胞 中 SHBG 的 自 


分 泌 作用 机 制 “” ,通过 胎盘 滋养 层 合体 细胞 胰岛 素 抵抗 模型 的 建立 , 研究 了 SHBG 
对 其 胰岛 素 信号 的 转 导 和 胰岛 素 抵抗 的 影响 “。 

目前 对 SHBG 基因 在 2 型 糖尿 病 和 GDM 的 发 病 中 作用 及 机 制 的 研究 多 集中 在 细 
胞 系 和 组 织 水 平 , 因此 我 们 应 用 Cre-Loxp 重组 系统 ,首次 建立 SHBG 全 身 性 基因 敲 
除 纯 和 小 鼠 模 型 ， 以 期 在 动物 水 平 上 进一步 阐述 GDM 中 SHBG 基因 的 功能 及 作用 机 
Tfl] 。 
1 材料 方法 
1. 1 主要 材料 和 试剂 

会 SHBG 的 BAC 宿主 菌 购 自 BAC PAC 资源 中 心 (Children' s Hospital Oakland 


Research Institute) Bac: RPCI-23-240124. 打靶 所 用 ES 细胞 购 自 EuMMCR 公司 。 
限制 性 内 切 酶 、T4 DNA 连接 酶 及 聚合 酶 、Tag 酶 及 PCR 相关 试剂 购 自 TaKaRa 公司 。 
常规 化 学 试剂 主要 购 自 Sigma 和 上 海 化 学 试剂 公司 。 胶 回收 Kit 购 自 华 至 生物 公司 。 
ES 细胞 培养 所 需 的 DMEM 培养 基 Cpu. ES 细胞 级 ) 、 胎 牛 血 清 (ES 细胞 级 ) 、 
音 洛 韦 、6418、 青 链 霉 素 、LIF、 胰 蛋白酶 等 分 别 购 自 Gibco BRL ZH]. Sigma 
公司 、Chemicon 公司 。 质 粒 抽 提 试剂 盒 及 DNA 提取 试剂 盒 购 于 Qiagen 公司 。 实 验 
中 所 用 C57BL/6J ^B, EIIa-Cre 小 鼠 购买 于 上 海南 方 模式 生物 研究 中 心 。 融 胚 供 
体 受 体 、 新 生 仔 鼠 、 野 生 型 、 杂 合子 及 基因 敲 除 小 鼠 均 按照 无 特定 病原 (specific 
pathogen free，SPF) 级 动物 饲养 标准 饲养 。 
1.2 方 法 


1.2.1 SHBG 条件 性 基因 敲 除 打 朗 载体 的 构建 
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从 Ensembl 数据 库 中 (http://www. ensembl. org/index. html) 获得 SHBG 
基因 组 序列 ， 根 据 基因 组 序列 设计 打靶 载体 。 小 鼠 SHBG-001 转录 本 共有 8 个 外 显 
子 ， 根 据 生物 信息 学 分 析 ，flox 区 域 为 第 4-7 号 外 显 子 ，1oxp、neo、frt 等 元 件 
放 在 内 含 子 中 , flox 区 域 剔 除 后 可 造成 移 码 突变 ,并 使 其 蛋白 翻译 提前 终止 如 图 1 
所 示 。 运 用 ET 克隆 的 方法 构建 SHBG 基因 第 4-7 号 外 显 子 两 侧 插入 loxp 位 点 的 条 
件 性 剔除 载体 如 图 2 所 示 。 大 致 过 程 如 下 : 首先 以 BAC 质粒 为 模板 DNA, PCR 扩 
增 A.B 二 个 小 同 源 臂 。 将 A 臂 和 B LEES pB-R322-2S 质粒 的 HindIII & 
BamHI, ， 利 用 该 质粒 和 BAC 克隆 ， 通 过 同 源 重组 方式 ， 获 得 A 区 域 到 B 区 域 之 
HASA 5” 和 3” 同 源 臂 的 DNA 片段 的 Retrieve 质粒 ; 以 PL452 质粒 为 模板 
DNA, SHBG-L1, SHBG-L2 为 引物 。PCR 直接 扩 增 出 含 Neo 的 L 片段 ， 以 PL451 M 
粒 为 模板 DNA, SHBG-F1, SHBG-F2 为 引物 。PCR 直接 扩 增 出 含 Neo 的 F 片段 。 
然后 将 含 Neo 的 L 片段 经 过 同 源 重组 knock in 到 上 述 获 得 的 含 Retrieve 质粒 
中 ,得 到 SHBG-Ln 质粒 ， 并 用 限制 性 内 切 酶 及 测序 鉴定 ; 将 含有 SHBG-Ln 质粒 的 
EL350 菌株 经 阿拉 伯 糖 诱导 , 使 Cre 重组 酶 表达 以 去 除 PL452 引入 的 neo 基因 ; 
获得 SHBG-Cre 质粒 ; 将 上 述 SHBG-Cre 质粒 与 含 Neo ff] F 片段 共同 转 入 EL350 
菌株 ， 经 过 同 源 重 组 完成 第 二 次 neo knock in， 构 建 载体 pBR322-MK-SHBG-cko, 


并 用 限制 性 内 切 酶 及 测序 鉴定 。 具 体 步骤 及 条 件 见 相关 参考 文献 ”。 
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Fig. 1 The modes of SHBG targeting strategy 
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图 2 SHBG 条 件 性 基因 打靶 载体 示意 图 


Fig.2 Diagram of the strategy to generate SHBG targeting vector 

1.2.2 电击 转 染 ES 细胞 及 篇 选 

转 染 前 经 Not I 酶 将 打靶 载体 线性 化 ，ES 细胞 用 胰 酶 消化 后 重 悬 于 PBS H, ES 
细胞 浓度 为 1. 5X 10 /ml. HX 35 u g 载体 DNA 5 0. 8 mL 细胞 混 匀 后 加 入 电 穿 孔 槽 中 ， 
以 240V、500 uF 的 电 参 数 进行 电 穿孔 ， 将 电击 后 的 细胞 分 入 己 铺 好 滋养 层 细胞 的 
培养 下 中 ， 置 于 5C0, 孵 箱 培养 。ES 细胞 在 电 穿孔 24h 和 48h 后 分 别 换 含有 选择 药 
物 6418 ( 终 浓度 为 250mg/L) 和 Gancyclovir ( 终 浓度 为 2 umol/L) 的 培养 液 进行 
选择 性 培养 ,第 7 一 8 天 挑 取 ES 细胞 克隆 。 将 挑 取 的 抗 性 ES 克隆 充分 消化 后 转移 
至 96 孔 培 养 板 上 培养 并 提取 基因 组 DNA, 通过 PCR 及 回收 胶 再 次 酶 切 测序 筛选 出 中 
PE ES 细胞 克隆 .在 SHBG 打靶 同 源 重 组 臂 外 侧 分 别 设 计 SHBG-5p112 和 SHBG-3p211 
引物 ， 在 neo 序列 上 设计 Neo-Rh 和 Neo-Lh 引物 〈 如 图 1) 。 所 需 引物 序列 为 ; 


SHBG-5p1ll:GTGTGTGTGGGTATGGAGTGTTTGTG; —Neo-Rh: GGCCTACCCGCTTCCATTGCTC; 
SHBG-3p211: TTGGTTGAGTGCTTGTCTGCTATGC ; Neo-Lh: CCGTGCCTTCCTTGACCCTGG., 

用 SHBG-5p111 与 Neo-Rh 引物 配对 , 鉴定 5′ 臂 同 源 重组 , 反应 条 件 为 :95 C 4 min 
变性 后 ，94'C 45 s, 65.9'C 3min30s 进行 35 个 循环 后 ，72 C 10 min， 同 源 重 
组 克隆 应 扩 增 出 4kb 片段 ;用 SHBG-3p211 和 Neo-Lh 引物 配对 鉴定 3′ 臂 同 源 重 组 ， 
反应 条 件 为 95 C 5 min 变性 后 ，94 C 30 s, 65.9'C 3min30 s 进行 35 个 循环 ， 
72 CC 延伸 10 min， 同 源 重 组 克隆 应 扩 增 出 4kb 片段 。 

1. 2. 3 3E E 3E Pr EE o EN ER 


ZARAZA 3. 5d 的 C57BL/6J 母 鼠 , &EMCIERRTER] 15 个 阳性 ES 细胞 ， DE 
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选 注射 后 形态 正常 及 透明 带 完整 的 守 胚 移植 到 2. 5d 假 孕 母 鼠 子宫 中 , 每 侧 移植 8 一 
10 枚 ， 产 下 的 后 代 即 为 租 合 体 小 鼠 。 
1.2.4 WU E W^ BU REK PCR 鉴定 

Wr BUB AES 挑选 毛色 符合 率 大 于 50% 的 雄性 鼠 与 C57BL/6J 纯 系 小 鼠 交 配 
即 获 得 ES 细胞 来 源 的 鼠 。 提 取 小 鼠 鼠 尾 基因 组 DNA, 同 ES 细胞 鉴定 条 件 与 反应 体 
系 , PCR 法 鉴定 选取 阳性 杂 合 子 小 鼠 即 SHBG-Flox 杂 合 小 鼠 。 
1.2.5 SHBG 基因 敲 除 小 鼠 的 获得 及 表 型 分 析 

将 获得 的 SHBG-Flox 杂 合 小 鼠 与 Blla-Cre 小 鼠 交配 ， 并 通过 子 代 自 交 , 最 终 获 
得 SHBG 基因 敲 除 的 纯 合 子 小 鼠 CSHBG 小 鼠 ) 。 肉 眼 观察 各 基因 型 组 间 小 鼠 在 外 观 
及 行为 上 是 否 具 有 明显 差异 ， 小 鼠 生 和 殖 能 力 是 否 受 到 影响 。 
2 结果 
2.1 SHBG 9 ff SE [RIS ER TT SO SLUT AI RE 

构建 的 SHBG SEDES PE TERR US SU pbBR322-MK-SHBG-cko， 经 多 个 限制 性 内 切 酶 

酶 切 鉴定 和 测序 证 实 ， 成 功 获得 FRT 位 点 至 第 二 个 LoxP 位 点 之 间 片 段 存在 的 SHBG 


条 件 性 基因 敲 除 打靶 载体 pBR322-MK-SHBG-cko ^, £& Sall 酶 切 后 获得 大 小 分 别 为 
7553bp, 6764bp, 906bp 三 个 片段 ， 酶 切 电泳 图 及 测序 图 如 图 3 所 示 。 
(a) 


(b) 
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TCAGGTACATAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTA^GGTGGATCCOÓ: 


图 3 pBR322-MK-SHBG-cko 质 粒 DNA 经 SalI 酶 切 后 的 电泳 图 及 测序 图 
Fig. 3 Electrophoresis and Sequencing analysis of products of digested pBR322-MK-SHBG-cko plasmid 


by Sall enzyme 
2.2 ES 细胞 筛选 
电 转 后 获得 抗 性 ES 细胞 克隆 119 个 ， 经 抽 提 96 孔 板 中 胚胎 干细胞 的 基因 组 


DNA, PCR 筛选 阳性 克隆 ， 同 源 重组 克隆 应 扩 增 出 4kb 片段 , 检测 到 有 5 个 同 源 重组 
克隆 ， 克 隆 号 分 别 为 : 1#-G1、A2、H5、2#-Fl1、G1 ( 见 图 4a) ， 再 通过 胶 回 收 试 
剂 盒 回 收 5' 重组 臂 及 3'′ 重组 臂 的 PCR 产物 ， 酶 切 、 测 序 确 认 后 最 终 获 得 2 枚 正 
确 同 源 重 组 克隆 胚胎 干细胞 1#-A2、2#-G1〈 见 图 4b) 。 


(a) 
1$-G] A2 H5 2£Fl GI (2 M MG] A2 H5 22-F1 Gl Q 
Ves) ans! an nf agp! Vf. f f oí aat 
5' arm 3' arm 
(b) 
AX AA CT T-C'O X EXNT.NIA&-T GXuUtTt 多 


图 4a PCR 鉴定 同 源 重 组 阳性 的 胚胎 干细胞 克隆 ;4b 酶 切 测序 鉴定 同 源 重 组 阳性 的 胚胎 干 细 
胞 克隆 
Fig.4a Identification of targeted ES cell clones by PCR;4b Identification of targeted 


ES cell clones by Sequencing analysis 


2.3 SHBG-f lox 小 鼠 的 获得 


通过 ES 细胞 的 宫 胚 注射 和 胚胎 移植 , 1#-A2、2#-G1 克隆 共 注 射 141 枚 胚胎 ， 


ES 
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制作 12 只 受 体 ， 共 出 生 12 只 小 鼠 ， 其 中 7 H8 73250885 HEBR «COR SHE B 
与 野生 型 C57BL/6J 小 鼠 交 配 ， 来 自 1#-A2 克隆 的 只 雄 鼠 共 获 得 ES 细胞 来 源 
的 嵌 合 体 小 鼠 5 只 。 经 PCR 鉴定 其 中 3 只 同 源 重组 克隆 扩 增 出 4kb 片段 ， 即 为 
为 SHBG-flox 阳性 杂 合 子 小 鼠 (图 5) 。 


zm 


5 通过 PCR 鉴定 出 同 源 重 组 阳性 的 Fl 代 小 鼠 
Figure 5. Identification of targeted Fl mice by PCR. 

1. 2. 4: Positive control ; 3: wild type; (-)negative control; 

2.4 SHBG Ert SE [RI SLE DES I BRL 6 
SHBG-flox /NB& 5j Ella-Cre 小 鼠 杂交 ， 获 得 SHBG EARRA Y  CSHBG ) 

小 鼠 ， 再 与 Flp 小 鼠 交配 一 代 后 与 C57BL/6J 小 鼠 进 行 交配 去 除 干扰 基因 , 后 代 小 
鼠 多 次 自 交 后 进行 剪 尾 鉴 定 ， 成 功 获得 去 Neo EG EXE DS IRR (SHE) 的 小 鼠 模型 
6 所 示 ， 说 明 SHBG 基因 殴 除 没有 导致 纯 合子 小 鼠 胚 胎 致 死 。 表 型 上 ，SHBG ER 
纯 合子 、 杂 合子 及 未 敲 除 正常 小 鼠 毛 色 无 明显 差异 。 


图 6 通过 PCR 鉴定 出 SUBC 的 小 鼠 


Figure 6. Identification of SHBG” mice by PCR. 
TI. 81. 82. 84, 87. 88. 89. 90: SHBG^^; 79, 83, 86: SHBG^; 78, 80. 85, 91, 92: wild type; 31. 33. 35. 36: SHBG( 5 neo)"; 


32. 34: SHBG($ neo) ; 
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2.5 SHBG 全 身 性 基因 敲 除 小 鼠 的 雌雄 比例 及 个 体 发 育 

雌雄 杂 合子 CSHBG) 小 鼠 自 交 获 得 SHBG 小 鼠 过 程 中 ， 计 算 后 代 中 基因 型 为 
SHBG”, SHBG ~ SHBG 小 鼠 所 占 比 重 及 雌雄 比例 。 最 终 统 计 结 果 显 示 ， 小 鼠 的 基 
因 型 比值 基本 与 盏 德尔 遗传 规律 相符 如 图 7 所 示 ， 进 一 步 说 明 SHBG RAER CE BERE 
鼠 中 均 无 胚胎 致死 性 。 

将 基因 型 为 SHBG 的 小 鼠 合 笼 交 配 , 雌性 小 鼠 于 怀孕 19 一 21d 后 顺利 生出 健康 
幼 鼠 ， 可 得 出 SHBG 雌雄 小 鼠 均 可 孕 ， 小 鼠 生 育 能 力 不 受 SHBG 基因 缺失 的 影响 。 
初步 观察 发 现 幼 鼠 与 同期 野生 型 幼 鼠 的 生长 发 育 和 活动 状态 无 明显 异常 。 


图 7 各 基因 型 所 占 比 例 


Figure 7.The proportion of each genotype 


3 讨论 

S54B6 的 基因 编码 区 位 于 人 类 第 17 对 染色 体 的 短 辟 (p12~13) ， 由 8 个 外 显 子 
和 7 个 内 含 子 组 成 ， 长 约 3kb。 由 两 个 相同 的 单 体 组 成 ， 每 个 单 体 包括 3 个 二 硫 
键 和 3 个 结构 域 , 即 一 个 省 体 结合 域 ,一 个 二 聚 体 化 结构 域 和 一 个 膜 受 体 结合 域 忆 。 
基于 SHBG 与 胰岛 素 抵抗 相关 研究 多 集中 在 细胞 系 及 组 织 水 平 ， 缺 乏 从 整体 
动物 水 平 着 手 的 相关 研究 ， 我 们 已 用 基因 沉默 的 手段 证 明了 胎盘 中 SHBG 表 
达 与 滋养 细胞 增殖 呈正 相关 ,与 凋 亡 旺 负 相关 "”"”!。 目前 通过 基因 敲 除 建立 
稳定 的 实验 动物 模型 已 成 为 研究 基因 功能 的 金 标准 ,5HB6 基因 敲 除 的 动物 模 
型 至 今 仍 未 见报 道 ， 因 此 我 们 构建 了 SHBG 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ， 希 望 能 够 进 
一 步 在 动物 体内 研究 该 基因 的 功能 。 
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我 们 是 利用 Cre/LoxP 这 一 特异 性 重组 酶 系统 来 实现 条 件 性 基因 敲 。Cre-LoxP 
系统 来 源 于 噬菌体 ， 可 以 介 导 位 点 特异 的 DNA 重组 。 该 系统 含有 两 个 组 成 成 分 : 
一 是 LoxP 序列 位 点 ， 由 两 个 13pp 的 反 向 重复 序列 和 一 个 8bp 的 核心 序列 组 成 ， 
其 中 中 间 的 8 个 碱 基 决 定 LoxP 的 方向 ， 二 是 Cre 重组 酶 ， 由 鸣 菌 体 编码 ， 可 识别 
LoxP 序列 , 介 导 LoxP 位 点 特异 性 重组 , 可 引起 两 个 同 向 LoxP 位 点 间 DNA. 序列 的 
缺失 。 若 将 Cre 重组 酶 置 于 组 织 或 细胞 特异 性 启动 子 之 下 ， 可 以 得 到 组 织 /细胞 特 
异性 表达 的 Cre 小 鼠 , 即 Cre 工具 小 鼠 。 将 获得 flox 小 鼠 与 全 身 表 达 的 Cre 小 鼠 
和 带 有 细胞 特异 性 表达 Cre 的 小 鼠 交 配 繁殖 ， 获 得 全 敲 杂 合 子 小 鼠 和 在 特定 细胞 
目标 基因 不 表达 的 小 鼠 ， 即 条 件 性 基因 殴 除 小 鼠 。 此 外 ， 可 与 控制 Cre 表达 的 其 
他 诱导 系统 (比如 CreERT,) 相 结合 ， 可 实现 对 某 一 基因 时 空 两 方面 的 调控 。 

根据 Cre/LoxP 条 件 性 基因 敲 除 技术 原理 , 前 期 实验 构建 SHBG KAE TERRE HE 
载体 , 通过 胚胎 干细胞 重组 获得 正确 同 源 重组 克隆 , X ISTE PE PIS THE EAT T ee Hr PI] BC 
符合 体 小 鼠 传 代 获 得 在 目标 DNA. 序列 的 两 端 各 放置 一 个 loxP 序列 且 可 稳定 遗传 的 
flox (flanked by loxP) 小 鼠 。 将 其 与 全 身 表 达 的 Ella-Cre AX, 获得 全 里 SHBG 
基因 敲 除 杂 合 鼠 ; 与 Flp 小 鼠 及 野生 型 小 鼠 交 配 ， 去 除 neo 及 Cre 等 干扰 因素 后 ， 
多 次 自 交 获得 基因 型 为 全 身 性 敲 除 的 纯 合 小 鼠 。 

通过 对 $4B6 基因 全 身 敲 除 小 鼠 模 型 的 初步 表 型 分 析 ，5SHBG" 小 鼠 的 生长 发 育 
水 平 与 同年 龄 、 同 性 别 野 生 型 对 照 小 鼠 相 比 ， 无 显著 统计 学 差异 ， 且 基因 敲 除 纯 和 
小 鼠 有 具有 正常 的 繁殖 生育 能 力 。 今后 我 们 将 应 用 胰岛 素 耐量 试 验 、 糖 耐量 试验 、 高 
胰岛 素 - 正 葡萄 糖 钳 夹 法 等 方法 建立 小 鼠 胰 岛 素 抵抗 评价 平台 ， 力 求 在 整体 动物 水 
平 评价 S486 基因 痪 除 小 鼠 在 妊娠 期 的 胰岛 素 抵抗 变化 ， 通 过 免疫 组 化 、RT-PCR 及 
Western 等 方法 研究 SHBG 基因 在 GDM 的 发 病 机 制 中 的 作用 及 调控 机 制 。 
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